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BH #00 eal a A 对 体外 培养 牛 成 纤维 细胞 组 
蛋白 乙酰 化 和 甲 基 化 的 影响 


吴 侠 :， 牛 栋 '， 李 R, ARÄ, eat, FRR 

(内 蒙古 大 学 哺乳 动物 生殖 生物 学 及 生物 技术 教育 部 重点 实验 室 ， 内 蒙古 呼和浩特 “010021) 
摘要 : Trichostatin A(TSA) 是 一 种 特异 的 组 和 蛋白 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 。 研 究 显示 ，TSA 可 以 特异 地 抑制 组 蛋白 
去 乙酰 化 酶 活性 ， 提 高 细胞 的 组 蛋白 乙酰 化 水 平 ， 激 活 基因 的 表达 。 但 是 ， 目 前 还 不 是 很 清楚 TSA 处 理 是 否 对 
组 蛋白 甲 基 化 产生 影响 。 本 研究 以 成 纤维 细胞 为 研究 对 象 ， 利 用 免疫 细胞 化 学 技术 及 激光 共聚 焦 显 微 镜 ， 探 讨 了 
TSA 处 理 体 细胞 对 其 组 蛋白 乙酰 化 及 甲 基 化 修饰 的 影响 。 结 果 显 示 ， 随 TSA 浓度 增加 ， 体 细胞 形态 发 生 明 显 的 
改变 , 细胞 变 得 扁平 旦 核 区 较 大 ， 人 处理 后 组 蛋白 H4K8 位 点 的 乙酰 化 水 平 随 着 TSA 浓度 的 增加 明显 提高 。 检 测 组 
蛋白 H3 上 两 个 甲 基 化 位 点 发 现 ， 随 组 蛋白 乙酰 化 水 平 的 增加 ，H3K4 位 点 的 三 甲 基 化 〈H3K4me3) 水 平 也 显著 
提高 。 但 是 ， 对 于 H3K9 的 二 甲 基 化 水 平 (H3K9me2) 则 没有 明显 变化 。 以 上 结果 显示 ，TSA 的 处 理 不 仅 可 以 提 
是 胞 的 组 蛋白 乙酰 化 水 平 ， 同 时 也 增加 了 与 基因 表达 激活 相关 组 蛋白 修饰 位 点 的 甲 基 化 水 平 ， 但 是 对 于 与 沉 
玉 相 关 的 组 蛋白 修饰 位 点 则 没有 明显 的 影响 。 
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Effect of Trichostatin A (TSA) on Histone Acetylation 


and Methylation in Bovine Fibroblast Cells 
WU Xia‘, NIU Dong’, LI Yan', YUE Yong-li', BOU Shorgan’, YU Hai-quan’” 


(The Key Laboratory of Mammalian Reproductive Biology and Biotechnology of the Ministry of Education, Inner Mongolia 
University, Hohhot 010021, China) 


Abstract: Trichostatin A, a histone deacetylase inhibitor, could increase histone acetylation, and active gene 
expression in somatic cells. However, effect of TSA on histone methylation is unclear. In present study, the bovine 
fibroblast cells were treated with TSA, and histone acetylation and methylation were examined by using indirect 
immunofluorescence and scanning confocal microscopy. We found that the morphology of cells was changed from being 
slightly concave to more flat and elongated even at the 10ng/mL group. Intensive H4K8ac signals in fibroblast cells were 
observed after TSA treatment. A similar increasing with H4K8ac in H3K4me3 was found, but no change was observed at 
H3K9me2 when somatic cells were treated with TSA. These result indicated that TSA was not only increasing histone 
acetylation, but also increasing histone methylation that was correlated with gene expression. However, TSA could not 
change the level of histone methylation that regulated gene silence. 


Key words: TSA; Histone acetylation; Histone methylation; Fibroblast cells 
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整个 生命 过 程 中 ， 在 不 改变 DNA 序列 的 情况 ”包括 DNA 甲 基 化 、RNA Pi. AEKA HAE 
下 ， 通 过 碱 基 序列 外 的 各 种 修饰 和 与 之 相关 的 各 种 A X 染色 体 失 活 和 激活 以 及 端 粒 的 变化 等 多 
SrA JAE RNA 的 协同 作用 下 ， 调 控 基 因 的 表达 ， 个 方面 。 在 这 些 基因 的 修饰 中 ， 组 蛋白 的 修饰 对 于 
以 完成 生命 周期 或 适应 环境 变化 ， 而 且 还 能 在 代 与 ” 基因 表达 和 沉默 具有 重要 作用 。 相 比 DNA 甲 基 化 ， 
代 之 间 传 递 的 现象 称 之 为 表 观 遗传 。 表 观 遗 传 主要 核 小 体 核 心 组 蛋白 的 修饰 则 更 为 复杂 。 肽 链 N 末端 
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ARRA (Lysine, K) HAR (Arginine, R) 
MARR (Serine, S) ZAR AE ER o 
组 蛋白 包括 磷酸 化 、 乙 酰 化 、 甲 基 化 、 泛 素 化 、 苏 
素 化 、ADP 核糖 基 化 和 有 捕 氨 酸 异 构 化 等 一 系列 修 
饰 。 通常 认 为 ， 组 蛋白 赖 氨 酸 被 乙酰 化 修饰 可 增加 
基因 的 转录 活性 ， 去 乙酰 化 则 使 基因 沉默 ， 组 蛋白 
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和 H4K16) (Kruhlak etal，2001)。 分 析 人 和 小 鼠 体 
细胞 基因 组 显示 ，H3K4me2 和 H3K4me3 在 基因 组 
中 的 定位 与 H3 乙酰 化 存在 密切 相关 , 基因 组 中 504 
个 H3K4me3 位 点 , 有 495 个 位 点 组 蛋白 H3 也 被 乙 
酰 化 修饰 (Bernstein et al，2005)。 但 是 ， 目 前 还 不 
是 很 清楚 , TSA 是 否 能 够 在 诱导 组 蛋白 乙醇 化 水 平 




















































































































的 乙酰 化 或 去 乙酰 化 为 转录 激活 和 抑制 因子 提供 
了 特异 的 结合 位 点 (Kurdistani et al，2004)。 组 蛋白 
H3K9、K14、K18 和 K23， 以 及 组 和 蛋白 H4K5, K8, 
K12 和 K16 是 主要 的 乙酰 化 修饰 位 点 (Agalioti et al, 






























































改变 的 同时 ， 也 改变 组 蛋白 的 甲 基 化 修饰 状态 。 
本 研究 利用 免疫 细胞 化 学 的 方法 , 对 使 用 TSA 
处 理 后 的 牛 成 纤维 体 细 胞 的 组 蛋白 乙酰 化 和 甲 基 
化 水 平 进行 了 检测 。 旨 在 通过 研究 TSA 对 组 蛋白 乙 
因 






































































































































2002; O'Neill & Turner, 1995), 单个 或 几 个 赖 氨 酸 位 
点 被 乙酰 化 能 够 改变 染色 体 构 象 ， 允 许 调控 蛋白 与 
染色 体 相 互 作用 (Grunstein 1997; Strahl & Allis, 
2000)。 组 蛋白 乙酰 化 转移 酶 (HAD 和 组 蛋白 去 乙酰 
化 酶 (HDAC) 所 组 成 的 动态 平衡 维持 了 组 蛋白 的 乙 
酰 化 和 去 乙酰 化 修饰 。 

与 组 蛋白 乙酰 化 相 比 ， 组 蛋白 甲 基 化 修饰 呈现 
出 更 为 复杂 的 调控 模式 ,组 蛋白 NN 末端 的 赖 氨 酸 和 
精 氨 酸 是 甲 基 化 的 主要 修饰 位 点 ， 精 氨 酸 主要 发 生 
单 甲 基 化 和 双 甲 基 化 修饰 , 赖 氨 酸 则 要 经 历 单 、 双 、 
三 甲 基 修 饰 (Bannister et al，2002)。 组 蛋白 不 同 残 
基 ， 不 同 水 平 的 甲 基 化 修饰 ， 产 生 了 更 加 复杂 的 生 
物 学 功能 。H3K4、H3K36 和 H3K79 甲 基 化 与 基因 
激活 相关 (Bannister et al, 2005; Bernstein et al, 2005; 
Pokholok et al, 2005), H3K9. H3K27 和 H4K20 FA 
FEC AE ADU RR BE 8 IE MA XK (Cao et al, 
2002; Peters et al, 2001; Rice et al, 2003; Schotta et 
al, 2004), 组 蛋白 甲 基 化 也 受到 甲 基 化 转移 酶 (HMTS) 
和 去 甲 基 化 酶 CHDMs) 的 调节 。 

曲 古 抑 菌 素 A (Trichostatin A, TSA) 是 一 种 
真菌 抗生素 (Tsuji et al，1976)。 从 前 的 研究 显示 ， 
TSA 能 够 促进 血 友 白血病 细胞 的 分 化 (Yoshida et 
al，1987)， 也 可 以 将 正常 的 大 鼠 成 纤维 细胞 抑制 于 
G1、G2 期 (Yoshida et al，1990b)。 后 来 ，Yoshida et 
al (1990a) 证 实 , TSA 是 一 种 特异 的 组 蛋白 去 乙酰 化 
酶 抑制 剂 ， 其 在 纳 摩 尔 水 平 就 明显 抑制 组 蛋白 去 乙 
酰 化 酶 的 活性 ， 并 且 明 显 提高 细胞 组 蛋白 的 乙酰 化 
水 平 。 由 于 TSA 能 够 增加 组 蛋白 乙酰 化 水 平 , 激活 
基因 的 表达 ， 目 前 被 广泛 的 应 用 于 癌症 的 治疗 
(Ailenberg & Silverman, 2002). 
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有 丝 分 裂 过 程 中 ， 凝 集 的 染色 体 组 蛋白 H3K9 
和 H4K5 去 乙酰 化 ，H4K8 乙酰 化 水 平 降 低 ， 远 离 























N 末端 的 修饰 位 点 则 没有 明显 变化 (H3K14、H4K12 











网 化 和 甲 基 化 的 影响 ， 一 方面 探讨 处 理 后 细胞 基 攻 
表达 水 平 的 改变 ,研究 组 蛋白 乙酸 化 和 甲 基 化 对 基 
因 激 活 协同 调控 的 机 理 ; 另 一 方面 将 这 些 细胞 用 于 
体 细胞 核 移植 的 核 供 体 、 为 进一步 研究 体 细胞 核 在 
卵 母 细胞 中 的 重 编程 机 理 黄 定 实验 基础 。 


1 材料 和 方法 


11 材 料 

成 体 海 福 特 牛 耳 皮肤 成 纤维 细胞 来 源 于 内 蒙 
古 旭 日 公司 牧场 。 海 福特 牛 耳 尖 皮 肤 局 部 先 用 手术 
刀片 刊 毛 ， 再 用 70% 一 75%% 的 酒精 消毒 ， 用 组 织 前 
PREMERA 1 cm 大 小 的 组 织 ， 立 即 在 70% 一 
75% 的 酒精 中 浸泡 60s, 在 含 230U/mL 青 霉 素 和 250 
hg/mL 链 霉 素 的 灭 菌 PBS 溶液 中 清洗 三 遍 ， 放 入 相 
同 溶液 中 ，4'C 带 回 实验 室 。 在 超 净 工作 台 内 ， 耳 
组 织 于 60mm 培 养生 中 用 PBS 溶液 漂洗 两 遍 后 ， 放 
入 青霉素 瓶 内 ， 不 加 任何 溶液 ， 用 眼科 前 反复 剪 切 
组 织 块 约 1mm 大 小 。 用 PBS Al 20% FBS 的 
DMEM (DMEM+20% FBS) 溶液 各 清洗 三 遍 后 ， 
挑 取 组 织 块 , 接种 于 2 一 3 个 60mm 培 养 下 中 , 每 [I 
约 接种 20~30 个 组 织 块 ， 放 入 CO:; 培 养 箱 ， 在 37 
C,5% CO 饱和 湿度 条 件 下 , 进行 干 酒 培养 3 小 时 ， 
然后 加 入 SmL 含 DMEM+20% FBS 进 行 原 代 培养 。 
当 细胞 生长 达到 90% 汇 合 时 ， 吸 出 培养 液 ， 用 灭 菌 
PBS 溶液 清洗 三 帝 ， 加 入 1 mL 0.25% 胰 和 蛋白酶 
+0.02% EDTA 的 消化 液 , 37 CWE 2~3min, 立即 加 
入 2mL DMEM+10% FBS 终 止 消化 。 然 后 按照 1:4 
传代 。 
1.2 TSA 处 理 体 细胞 

无 水 乙醇 溶解 TSA， 分 别 配 制 成 S00ug/mL、 
100ug/mL 和 10ug/mL 浓 储 液 ，-80'C 储 存 。 处 理 前 
再 将 其 稀释 至 1000 倍 的 浓 储 液 。 将 细胞 接种 于 放 
有 盖 玻 片 且 事先 使 用 0.2% 明 胶 处 理 的 12 孔 板 内 培 



























































































































































































































































































































































































































































4 期 R R: 





























养 。 目 的 是 使 细胞 较 好 的 贴 于 玻璃 盖 玻 片上 生长 。 
培养 24h 后 进行 药物 处 理 。TSA 处 理 浓度 分 别 为 ， 
5ng/mL、10ng/mL、25 ng/mL、50ng/mL， 处 理 时 
间 为 24h。 

1.3 ”免疫 细胞 化 学 及 荧光 信号 的 采集 、 数 据 分 析 
移 除 培养 液 后 , 使 用 PBS 溶液 清洗 三 ae 用 4% 
多 聚 甲醛 固定 液 室 温 固定 15~20 min, HE 0.1% 
Triton X-100 的 PBS 溶液 室温 通 透 30min。 EEH 的 
胚胎 用 含 10% 山 羊 血清 的 PBS 溶液 室温 封闭 2h。 然 
后 与 用 PBS 溶液 稀释 好 的 一 抗 姨 育 (1 : 100)，4'C 
过 夜 。 一 抗 均 购 自 美国 Upstate 生 物 试 剂 公司 ， 分 别 
为 : Anti-acetyl-Histone H4 (Lys8) 
Anti-dimethyl-Histone H3 (Lys 9) 和 Anti-trimethyl- 
Histone H4 (Lys 4)。 次 日 ， 用 PBS 溶液 清洗 三 遍 后 ， 
胚胎 于 37'C 条 件 下 FTC 标 记 的 二 抗 (1 : 500) 避 
光 染 色 2h。 细 胞 核 用 10hg/mL PI 染色 5min, PBS XŠ 
液 清洗 三 遍 后 ， 使 用 Bio-Rad 1024ES 型 激光 共聚 焦 
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-FE，F” )。 相 对 定量 分 析 显 示 ， 乙 醇 处 理 组 没有 影 
响 组 蛋白 H4K8ac 的 乙酰 化 水 平 ， 与 对 照 组 之 间 没 
有 显著 差异 ， 但 是 当 加 入 TSA 处 理 24 h 后 ， 即 使 
在 很 低 的 浓度 (Sng/mL), H4K8ac 乙酰 化 信号 都 与 
未 处 理 组 及 乙醇 处 理 组 有 明显 差异 ， 并 且 存 在 明显 
的 剂量 依赖 性 (图 3，P<0.05)。 
2.3 TSA 对 体 细胞 组 蛋白 H3K4 三 甲 基 化 

(H3K4me3) 及 H3K9 二 甲 基 化 (H3K9me2) 

的 影响 

H3K4me3 在 基因 激活 过 程 中 具有 重要 作用 , 被 

认为 是 基因 激活 的 标志 位 点 (Santos-Rosa et al， 
2002)。 本 研究 通过 免疫 细胞 化 学 分 析 TSA 处 理 后 
体 细胞 H3K4me3 甲 基 化 水 平 。 结 果 显 示 ， 当 使 用 
0.1% 乙 醇 处 理 24h 后 ， 没 有 明显 影响 H3K4me3 的 
荧光 强度 , 但 是 当 使 用 不 同 浓度 TSA 处 理 24h 后 ， 
体 细 胞 的 H3K4me3 痰 光 水 平 明显 增加 (图 4)。 荧 
光 半 定量 分 析 显 示 , TSA 处 理 组 与 未 处 理 组 及 乙醇 



















































































































































































































































































显微镜 进行 检测 。 每 一 次 重复 试验 ， 设 备 都 使 用 相 
同 的 参数 设置 。 图 像 的 奖 光 分 析 使 用 美国 NIH 开 发 




















的 Image-J 图 像 处 理 软件 (http:/rsb.info.nih.gowij/)。 
相对 强度 的 测量 参考 相关 的 研究 (Kim et al, 2002), 
测定 方法 为 : 细胞 核 严 光 强 度 =( 核 区 的 荧光 值 -背景 
的 荧光 值 )X 核 区 的 面积 
1.4 统计 分 析 

本 研究 所 有 试验 至 少 重 复 3 次 。 试 验 数据 使 用 
SPSS 软件 进行 方差 分 析 ， 确 定 差异 的 显著 性 。 


2 结 R 


2.1 TSA 处 理 对 体 细胞 形态 的 影响 

使 用 TSA 及 0.1% 乙 醇 处 理 体 细胞 24h 后 ,0.1% 
乙醇 处 理 组 细胞 形态 与 对 照 组 相 比 没有 明显 变化 ， 
细胞 形态 饱满 , 时 典型 的 梭 状 (图 1A,B), 而 在 TSA 
处 理 组 中 ， 随 着 TSA 浓度 的 增加 细胞 形态 明显 改 
变 。 当 TSA 浓度 达到 10ng/mL 时 ， 细 胞 形态 明显 
改变 ， 细 胞 形态 不 再 饱满 ， 变 得 扁平 ， 核 区 明显 可 
见 ， 胞 质 内 存在 很 多 黑色 斑点 CAL 1D，E，F， 箭 






















































































































































































处 理 组 在 H3K4me3 水 平 上 有 明显 的 差异 (图 6， 
P<0.05)。 与 组 蛋白 乙酰 化 不 同 ，TSA 处 理 后 体 细 
胞 的 H3K4me3 水 平 没 有 呈现 明显 的 剂量 依赖 性 ， 
不 同 TSA 浓度 处 理 组 间 H3K4me3 荧光 信和 号 没有 明 
显 差异 。 

研究 显示 H3K9me2 主要 定位 于 常 染色 体 的 转 
录 沉 默 区 , H3K9me3 则 特异 的 存在 于 异 染 色 质 区 域 
(Fuks et al，2003)。 免 疫 细胞 化 学 分 析 显 示 ，0.1% 
乙醇 处 理 组 没有 影响 细胞 的 H3K9me2 水 平 。 细 胞 
经 TSA 处 理 24h 后 , 没有 发 现 H3K9me2 荧光 强度 
有 明显 的 变化 (图 5)。 统 计 分 析 显 示 ， 不 同 浓度 
TSA 处 理 的 体 细胞 H3K9me2 水 平 与 对 照 组 没有 明 
显 差异 (图 6，P>0.05 )。 






































































































































3 讨论 
本 研究 使 用 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 CTSA) 
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对 牛 成 体 成 纤维 细胞 进行 处 理 , 研究 了 TSA 对 体 细 
胞 形态 和 细胞 组 重 白 乙酰 化 、 甲 基 化 水 平 的 影响 。 
研究 发 现 , 随 着 TSA 浓度 的 增加 , 细胞 形态 发 生 明 






























































头 所 示 )。 当 TSA 浓度 达到 50ng/mL 时 ， 部 分 细胞 
开始 死亡 (图 1F)。 
2.2 TSA 对 体 细胞 组 蛋白 H4K8 乙酰 化 (H4K8ac) 
水 平 的 影响 
使 用 免疫 细胞 化 学 的 方法 检测 TSA 处 理 的 体 
细胞 组 蛋白 H4K8ac 乙酰 化 水 平 显 示 , 随 着 TSA 浓 
度 的 增加 ，H4K8ac 痰 光 信 号 明显 增强 (图 2A, A’ 















































显 改变 。 当 TSA 浓度 大 于 10ng/mL 时 ， 细 胞 形态 
即 与 对 照 组 有 明显 差异 。Enright et al(2003) 研 究 显 
示 ， 当 TSA 浓度 为 0.08umol/L (~24.2ng/mL) 细 
胞 形态 发 生 改 变 。 但 是 本 研究 证 实 ，TSA 在 更 低 的 
浓度 即 引 起 了 细胞 形态 的 变化 。 体 细胞 形态 改变 与 
Enright et al(2003) 及 Hoshikawa et al(1994) 的 描 
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图 1 不 同 浓度 TSA 处 理 体 细胞 对 细胞 形态 的 影响 

Fig. 1 Effect of TSA on morphology of fibroblast cells 

A: 未 处 理 对 照 组 (200X); B: 0.1% 乙 醇 处 理 24h (200X); C, D, E, F: 体 细 胞 分 别 用 5、10、25 和 5Ong/mL TSA 处 理 24h (200X). 
箭头 所 指 ， 扇 平 化 的 细胞 和 胞 质 内 的 黑色 斑点 。 

A: Non-treated fibroblast cells (200 X ); B: Fibroblast cells were treated with 0.1% vehicle for 24 h (200 X); C, D, E, F: Fibroblast cells were treated 





with 5, 10, 25, 50ng/mL TSA for 24 h, respectively (200 X ). Arrow showed TSA treatment changed cell morphology from being slightly concave to 


more flat, and black spots in cytoplasm. 
述 一 致 。 白 的 乙酰 化 修饰 ， 当 酶 活性 被 抑制 ， 平 衡 被 打破 ， 
核心 组 蛋白 H4N 末端 第 8 SWARRE 从 而 组 蛋白 乙酰 化 水 平 发 生 改 变 (Hake et al, 2004). 
CH4K8) 的 乙酰 化 可 以 诱导 SWLSNF 转录 复合 物 TSA 是 典型 的 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 ， 通 过 抑制 
在 染色 体 上 的 聚集 ， 启 动 基因 的 转录 ， 其 在 基因 表 去 乙酰 化 酶 的 活性 ， 破 坏 组 蛋白 乙酰 化 与 去 乙酰 化 
达 过 程 中 具有 重要 作用 (Peterson & Workman, 修饰 的 平衡 ， 从 而 提高 细胞 染色 体 的 组 蛋白 乙酰 化 
2000)。 本 研究 利用 免疫 细胞 化 学 的 方法 检测 了 TSA KF, 激活 基因 的 表达 ,抑制 肿瘤 的 发 生 (Ailenberg 
处 理 后 体 细 胞 组 蛋白 H4K8 乙酰 化 水 平 。 结 果 显 示 ， & Silverman, 2002). 
随 着 TSA 浓度 的 增加 , 组 蛋白 H4K8 的 乙酰 化 水 平 与 组 蛋白 乙酰 化 激活 基因 表达 不 同 ， 组 蛋白 N 
明显 增加 , 荧光 半 定 量 分 析 显 示 , 当 25 和 50ng/mL 末端 不 同位 点 氨基 酸 残 基 的 甲 基 化 则 具有 不 同 的 
TSA 处 理 24 h, H4K8 乙酰 化 达到 最 高 水 平 。 组 蛋 ”作用 。H3K4 的 甲 基 化 与 基因 的 激活 相关 , 而 H3K9 
白 乙酰 化 转移 酶 和 去 乙酰 化 酶 的 平衡 调控 着 组 蛋 ”的 甲 基 化 则 与 基因 的 沉默 和 有 异 染色 质 的 形成 有 关 
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图 2 TSA 处 理 体 细胞 对 H4K8 乙酰 化 的 影响 
Fig.2 Effect of TSA on histone 4 lysine 8 acetylation in bovine fibroblast cells 
A, A’: RHH; B, B’: 0.1% 乙 醇 处 理 组 ; C, C’ -F, F’: 5, 10, 25, 25ng/mL 处 理 组 ， A、B、C、D: PI 染色 ， 显 示 体 细胞 DNA; 
A’, B’, C’, D’: H4K8ac 染色 。 标 尺 为 100hm。 
A, A’ : Non-treated transfected cells; B, B’ : Fibroblast cells were treated with 0.1% vehicle; C, C’ -F, F’ : Fibroblast cells were treated with 5, 10, 
25, 50ng/mL TSA, respectively. H4K8ac: Green; DNA: Red. Bar, 100um. 














TT 





了 其 甲 基 化 的 修饰 状况 。 结 果 显 示 ，TSA 不 但 增加 

了 组 蛋白 乙酰 化 水 平 ， 与 基因 激活 相关 的 H3K4 = 
甲 基 化 水 平 也 随 之 增加 。 这 一 结果 与 Yan & 

b Boyd(2006) 报 道 的 结果 一 致 ， 该 研究 通过 对 转基因 

a 细胞 内 外 源 基 因 的 表达 证 实 ， 在 基因 表达 的 活跃 
> 区 , 组 蛋白 H3 乙酰 化 与 H3K4 的 甲 基 化 同时 富 集 ， 
Corrol 0.1%ethanol Srgml 10ngnL 25ngmL 50 ngimL 而 在 基因 表达 的 沉默 区 ， 则 很 少 检测 到 这 两 种 修饰 
d 的 组 蛋白 。 分 析 人 和 小 鼠 基因 组 显示 ，H3K4me2、 
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图 3 不 同 浓度 TSA 处 理 体 细胞 组 蛋白 H4K8 乙酰 化 H3K4me3 在 基因 组 中 的 定位 与 组 便 白 乙酰 化 修饰 

O RIMED 明显 相关 ， 基 因 组 504 个 H3K4me3 修饰 位 点 ， 其 
Fig.3 Quantity analysis of fibroblasts acetyl-H4K8 a rites se pe fied i 

fluorescent intensity after TSA treatment 中 有 495 个 位 点 同时 也 被 H3 乙酰 化 修饰 Bernstein 

浓度 分 别 为 0、5、10、25、50ng/mL TSA 处 理 组 和 0.1% 乙 醇 处 理 组 组 et al，2005)。 因 此 ，TSA 在 提高 组 蛋白 乙酰 化 的 同 


























蛋白 H4K8ac 乙 栈 化 效 光 信号 的 相对 强度 。 字母 不 同 表示 组 间 存 在 显著 时 ， 增 加 了 H3K4me3 在 基因 组 中 的 富 集 ， 也 增加 
差异 (P<0.05). - i E 






































基因 的 转录 活性 
Bovine fibroblast cells were treated by 0, 5, 10, 25, 50ng/mL TSA and 0.1% 了 基 因 的 转录 活 性 Q 
ethanol. The histogram was showed the relative levels of acetylation 但 是 ， 检测 与 基因 沉默 相关 的 H3K9 — 甲 基 化 
fluorescent intensity at H4K8ac. Values with different superscripts differ ia, TSA VE 有 影 响 该 位 占 的 修 饰 o 组 蛋 白 














significantly (P<0.05), mean + SEM. 





H3K9mel All H3K9me2 定位 于 常 染色 体 基 因 沉 默 区 
(Noma etal, 2001; Santos-Rosa et al，2002)。 但 是 ， 域 及 一 些 特 殊 的 异 染 色 质 区 (Tachibana et al, 2005), 
目前 还 不 清楚 ， 是 否 组 蛋白 乙酰 化 水 平 的 转变 会 影 H3K9me3 则 与 高 度 凝集 的 异 染 色 质 结构 的 形成 有 
响 组 蛋白 甲 基 化 修饰 。 本 研究 使 用 TSA 处 理 体 细 ” 关 (Arney & Fisher, 2004). Kondo et al (2003) 用 TSA 
胞 ， 检 测 体 细胞 组 和 蛋白 乙酰 化 修饰 改变 的 同时 研究 处 理 三 个 结肠 癌 细 胞 系 发 现 , TSA 增加 了 细胞 的 组 
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图 4 TSA 处 理 体 细 胞 对 H3K4 三 甲 基 化 的 影响 
Fig.4 Effect of TSA on tri-methyl-histone 3 lysine 4 in bovine fibroblast cells 
A, A’: RMH; B, B’: 0.1% CEMA; C, C’ -F, FP: 5, 10, 25, 50ng/mL 处 理 组 ， A. By C, D: PI 染色 
A’, B’, C’, D’: H3K4me3 染色 。 标 尺 为 100nm。 
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， 显 示 体 细胞 DNA; 


A, A’ : Non-treated transfected cells; B,B”: Fibroblast cells were treated with 0.1% vehicle; C, C’ -F, F? : Fibroblast cells were treated with 5, 10, 


25, 50ng/mL TSA, respectively. H3K4me3: Green; DNA: Red. Bar, 100um. 
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图 5 TSA 处 理 体 细胞 对 H3K9 二 甲 基 化 的 影响 

Fig.5 Effect of TSA on di-methyl-histone 3 lysine 9 in bovine fibroblast cells 
A, A’: RAMH; B, B’: 0.1% 乙 醇 处 理 组 :， C, C’ -F, FP: 5, 10, 25, 50ng/mL 处 理 组 ， A. By Cy D: PI 染色 
A’, B’, C’, D’: H3K9me2 染色 。 标 尺 为 100nm。 
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， 显 示 体 细胞 DNA; 


A, A’ :Non-treated transfected cells; B,B”: Fibroblast cells were treated with 0.1% vehicle; C, C’ -F, F? : Fibroblast cells were treated with 5, 10, 


25, 50ng/mL TSA, respectively. H3K9me2: Green; DNA: Red. Bar, 100um. 
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图 6 不 同 浓度 TSA 处 理 体 细胞 组 重 白 H3K4 三 甲 基 化 
和 H3K9 二 甲 基 化 菊 光 相对 定量 分 析 
Fig6 Quantity analysis of fibroblasts tri-methyl-H3K4 

and di-methyl-H3K9 fluorescent intensity after 
TSA treatment 

WEA HA 0. 5. 10. 25, 50ng/mLTSA 处 理 组 ，0.1% 乙 醇 处 理 组 组 

蛋白 H3K4me3 和 H3K9me2 痰 光 信 号 的 相对 强度 。 字 母 不 同 表示 组 间 

存在 显著 差异 (P<0.05)。 

Bovine fibroblast cells were treated by 0, 5, 10, 25, 50ng/mL TSA and 0.1% 

ethanol. The histogram was showed the relative levels of methylation 

fluorescent intensity at H3K4me3 and H3K9me2. Values with different 

superscripts differ significantly (P<0.05), mean + SEM. 
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蛋白 乙酰 化 ,没有 影响 组 蛋白 H3K9 的 甲 基 化 修饰 。 
但 是 ， 当 使 用 DNA 甲 基 化 转移 酶 抑制 剂 处 理 细胞 
时 ，H3K9 的 甲 基 化 水 平 迅 速 降 低 。 在 胚胎 发 育 过 
程 中 , DNA 甲 基 化 的 变化 也 伴随 着 H3K9 甲 基 化 的 
变化 (Arney et al，2002)。 这 些 研 究 显示 ，H3K9 甲 
基 化 修饰 可 能 参与 DNA 甲 基 化 的 修饰 ， 而 不 直接 
与 组 蛋白 乙酰 化 修饰 相关 。 

本 研究 利用 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 TSA) 对 
海 福 特 牛 成 体 成 纤维 细胞 进行 了 处 理 ，TSA 在 很 低 
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染色 体 组 重 白 的 乙酰 化 水 平 。 同 时 ，TSA 还 提高 了 
细胞 染色 质 中 与 基因 激活 相关 组 蛋白 修饰 位 点 的 
甲 基 化 水 平 ， 但 是 对 于 与 基因 沉默 相关 的 甲 基 化 位 
点 则 没有 影响 。 
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